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RESUMO

A sintese de uma L-lactato desidrogenase piridino nucleo
tideo independente foi induzida em células de Dactylium dendroides

em crescimento e em repouso por lactato de sodio.

Fontes de carbono tal como etanol, glicerol e piruvato

sao ineficazes como indutor.

Experimentos de indugao realizados na presenca de ciclo-
heximida indicam que a inducao da sintese da LDHPNI & dependente

da sintese proteica.

A adiggo de glucose a uma cultura de Dactylium dendroi-
des em repouso, cuja sintese da enzima fora previamente efetiva-
da na presenca de lactato, provoca uma brusca gqueda da atividade

*
especifica.

A inativagao da LDHPNI estimulada pela adigao de glucose
ao cultivo é evitada e ou revertida pela presenca de cicloheximida
ou de AMPc.

Os resultados sugerem que esta enzima € inativada por um

fator proteico inativante que é sintetizado na presenca de glucose.
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INTRODUCAO

As enzimas que estao sempre presentes em = concentragoes
aproximadamente constantes em determinado organismo, sao denomina-
das enzimas constitutivas. Os gens codificados para sintese des
sas enzimas estao portanto sempre derreprimidos. Existem por outro
lado, as enzimas adaptativas ou induziveis, que sao sintetizadas
pela célula somente em resposta a presenca de certos substratos.Ex
tensa investigacgao sobre regulacgao das enzimas do operon da lactose em
organismos procarioticos resultou na maioria dos conceitos basicos de bio
logia molecular. A elucidagao e verificagao dos conceitos de JACOB
e MONOD (31) tem influenciado a respeito da regulacao de  células
superiores (5). Contudo, como notou TOMKINS et al. (70),muitas das
estruturas e fungao da organizacao celular e genética de células

eucarioticas sao diferentes.

As células eucarioticas tem, na realidade, capacidade de
biossintetisar algumas enzimas quando em presenca do indutor ade-
quado. A resposta das células eucaridticas a agentes indutores ten
de a ser relativamente lenta e menos drastica que em células pro-
carioticas. Os gens requeridos para sintese de enzimas induziveis
parecem estar dispersos entre varios cromossomos nas células euca-
ridticas e em geral, estao reprimidos, mas poderao desempenhar seu

papel biossintético se derreprimidos adequadamente (54).

A indugao sera portanto, interpretada como o aumento na
atividade especifica de determinada enzima causada pela "sintese

de novo" que se faz operante na presenca do agente indutor.

Em 1898, KATZ e WISS (36) trabalhando com a amilase de
Penicillium, verificaram que a indugao dessa enzima era reduzida
pela adigao de glucose ao meio de cultivo. Dois anos mais tarde,
DIENERT (9) observou um efeito similar durante a indugao da galac-
tozimase de leveduras. Essa redugao na capacidade de inducao enzi-
matica causada pela glucose, conhecida na época como "efeito da
glucose", foi motivo de intmeros trabalhos de pesquisa com intuito de escla
recer o problema(3,19,43) .kEntretanto,somente em 1942,gracas do trabalho de EPPS

e GALE (12) gque o efeito da glucose passou a ser encarado como um



fendmeno & parte que efetivamente participava na regulagao do meta
bolismo de carboidratos. Até entao, acreditava-se que o efeito ob-
servado era um resultado acidental, isto &, acarretado pela produ-
cao de acidos durante a fermentacao. Nos anos subsequentes, intme
ros trabalhos referidos por PAIGEN e WILLIANS (54) descrevem al-
guns aspectos basicos de efeito da glucose e MAGASANIK (38) propoe
a esse efeito a denominacao de "repressao catabdlica®, visto que,
nao necessariamente a glucose, mas sim seus catabdlitos derivados

€ que desencadeiam o processo de repressao. A repressao cataboli
ca sera portanto, interpretada como a redugao na velo-

cidade da sintese de certas enzimas, principalmente ague-—

las envolvidas nos processos catabolicos, na presenca de
glucose ou de outra fonte de carbono imediatamente metabolizavel.
Esse efeito sobre a velocidade de sintese & duradouro enquanto a
concentracao do agente repressor for suficientemente elevada para
sustentar a repressao. Entretanto, quando nas condicoes anterior-

mente citadas, o periodo de duracao do fendmeno for igual ou infe

rior a um tempo de geragao, a repressao passa ser denominada "re-
pressao transitéria" (54). A  repressao transitdria foi veri
cada com R-galactosidase de mutantes de FEscherichia coll
por PAIGEN (53) sempre gque o0 glicerol era substituida
por glucose MOSES e PREVOST (45) trabalhando com di-
ferentes mutantes de Escherichia coltl verificaram re-

pressao transitoria da B-galactosidase sempre que a glucose era a-
dicionada ao cultivo contendo glicerol. Esse tipo de repressao nao
€ limitado a Escherichia coli, ja que o fendmeno foi também obser-
vado com a B-galactosidase de Salmonella typhimurium (70), com a
amidase de Pseudomonas aeruginosa 8602 (7) e com a galactoguinase

de Saccharomyces cerevisiae (1).

Com relacao ao nivel de controle desses tipos de repres-
sao, os resultados sao conflitantes. NAKADA e MAGASANIK (46,47) e
KEPES (37) verificaram que o controle da repressao da B-galactosi-
dase de Escherichia coli se processava ao nivel de transcricao do
DNA em mRNA. Por outro lado, WIJK et al.(76).Verificou que o controle da
repressao da a-glucosidase de Saccharomyces carlsbergensis proces-—

sava-se ao nivel da tradugao do mRNA em proteinas. TOMAS et al. (69)
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observaram que em Penicillium italicum o efeito de repressao da
glucose sobre a B-1,3-glucanase poderia ser exercido a um nivel pre
traducional durante a biossintese do mRNA ou durante algum estagio

do processamento que envolve a sua maturagao.

A redugdo imediata da atividade especifica de enzimas de
determinado organismo por adicao de glucose ao cultivo, foi verifi
cado pela primeira vez por WOODS (80) em 1935 com um sistema enzi-
matico de Escherichia coli que transforma o triptofano em indol.Es
se fenOmeno, conhecido na epoca por "inibicao catabdlica", motivou
inGmeros pesquisadores a trabalharem nesses campo (67). Em 1976,
HOLZER (29) empregou o termo "inativagao catabdlica" para descre-
ver o decréscimo brusco de atividade especifica de certas enzimas
de leveduras pela adigao de glucose ao cultivo. Na revisdo de SWIT
ZER (67) em 1977 por exemplo, sao citadas cerca de 40 enzimas cu-
jos niveis enzimdticos sdo controlados por esse fendmeno. O mesmo
fendmeno tem sido descrito para a frutose-l.6-difosfatase (20), ma
lato desidrogenase citoplasmatica (11, 78) , fosfoenol piruvato car-
boxiquinase (21), isopropil-malato sintase (6) e maltose permease
(25,59) todas de Saccharomyces cerevisiae e ainda para a B-1,3-glu
canase de Basidiomiceto QM 806, (15); aspartato transcarbamilase de
Bacillus subtilis (4), nitrato redutase de Chlorella (34), nitrato
redutase assimilatdoria de Neurospora crassa (65) lisina descarbo-
xilase de Bactllus cadaveris (40) e isocitrato desidrogenase de Es

cherichia coli (2).

HOLZER (29) sugeriu que esse tipo de inativagao poderia
envolver algum processo proteolitico responsavel pela degradagao de
enzimas. Entretanto, pouco ou quase nada se conhece sobre o meca-

nismo de inativagao catabolica.

HEMMINGS (28) e NEEF et al (48,49) em 1978, FUNAYAMA (16)
em 1979 e FUNAYAMA et al (17) em 1980 apresentaram as pri-
meiras evidéncias da participacao de um processo proteolitico du-

rante a inativacgao catabOlica de enzimas.

Em 1974 FUNAYAMA e ZANCAN (18) verificaram que os niveis
de lactato desidrogenase piridino nucleotideo independente e de-
pendente de Polyporus circinatus(Dactylium dendroides) eram prati

camente indetectaveis quando o organismo era crescido em presenca de
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glucose como fonte de energia e carbono. Entretanto, quando cresci
do em presenga de lactato, elevados niveis de L-lactato desidroge-
nase piridino nucleotideo independente foram observados sem con-
tudo ocorrerem alteracoes nos niveis da enzima piridino-nucleotideo

dependente.

O presente trabalho teve por objetivo estudar os mecanis
mos de regulacao dos niveis da L-lactato .lesidrogenase piridino nu

cleotideo independente de Dactylium dendroides.



2 - MATERIAIS E METODOS
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2.1 - MATERIAIS

2.1.1 - APARELHOS

Agitador de tubos Vortex Genie, Modelo - K - 550-G
Agitador rotatdorio - New Brunswick

Aparelho para filtracao Millipore XX 00 30 25

Balanca analitica, E. Mettler

Centrifuga Clinica Sorval,

Centrifuga refrigerada Beckman, modelo J 21.B
Espectrofotdmetro, Varian Techtron modelo 635-D com re-
gistrador

Espectrofotdmetro, Beckman D.U.-2 com registrador

Fotocolorimetro Coleman Jr., modelo 6.A.H.5527.
2.1.2 - PRODUTOS QUIMICOS

Acido cloridrico, E. Merck

Acido latico, E. Merck

Agar (Bacto-agar), Difco Laboratories

Albumina bovina, Sigma Chem. Co.

D-glucose, Ecibra

Dibutiriladenosina monofosfato ciclico, Sigma Chem. Co.

2,6-Diclorofenol indofenol, E. Merck

Etanol, E. Merck

Fosfato de potassio, E. Merck

Fosfato de sodio, E. Merck

Glucose oxidase, Sigma Chem. Co.

Glicerol, Reagen

Hepes (Acido N-2 hidroxietil piperazina N'-2-etano sulfd

nico) Sigma Chem. Co.

Imidazol, Sigma Chem. Co.

L (+) lactato de sodio, Sigma Chem. Co.

Ortodianizidina, Sigma Chem. Co.

Peroxidase, Sigma Chem. Co.

Piruvato de sodio, E. Merck

Tris (hidroximetil) amino metano, E. Merck

As demais substancias utilizadas neste trabalho eram pro
dutos prod-analise.
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2.1.3 - MICROORGANISMO

A cepa de Dactylium dendroides, anteriormente denominada
Polyporus circinatus foi-nos gentilmente cedida pela Dra. GLACI T.
ZANCAN do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Pa

rana.
2.1.4 - MEIOS DE CULTURA

A composicao do meio liquido era semelhante ao proposto
por MARKUS et al. (41) e suplementado com 0,5 mg% de cloridrato de
tiamina em substituicao ao extrato de levedura. O meio descrito a
seguir sera denominado de meio minimo mineral de composicao defini

da e designado pela sigla M.M.

O meio de cultura so0lido & o meio designado por Agar Sa-

bouraud.

As fontes de carbono empregadas foram separadamente este
rilizadas em vapor fluente e adicionadas assepticamente ao meio mi

neral em quantidade suficiente para uma concentracao final de 1%.

Meio Minimo Mineral de composicao definida.

KH, PO, 9,00g
NaHPO, 8,00g
(NH4)ZSO4 2,00g
MgS0O, 7H,0 0,20g
NH ,NO 1,00qg
Tiamina 10,00mg
MnSO4.H20 2% 1,00ml
CuSO4.5H20 2% + 0,125ml
HZO destilada g.s.p. 1,00 1

O pH final foi corrigido para 5.8 com HCl 1N e autoclava

do a 1,5 atm de pressao por 20 minutos.

Meio de cultura solido - Agar Sabouraud.

Glucose 2,0 g%
Peptona 1,0 g%
Extrato de levedura 0,5 g%
Agar 1,5 g%
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O pH resultante dessa mistura & da ordem de 6,5.

A esterilizacao desse meio foi realizada por autoclava-

gdo a 1 atm de pressao por 20 minutos.

2.2 - METODOS
2.2.1 - CONSERVAGCAO DAS CEPAS

Os fungos foram repicados mensalmente em meio de cultura
sdlido e apds crescimento por 24 horas a temperatura de 28°c, fo-

ram mantidos a 4OC.
2.2.2 - PRE INOCULO

Micélios do meio sdolido foram transferidos para 100 ml
de meio M.M. contendo 1% de glucose contidos em erlenmeyer de 250
ml. A cultura foi incubada em agitador rotatdrio (100 xpm) a 28°¢
por um periodo de 24 horas. As culturas assim obtidas constituem o

pré inoculo.
2.2.3 - CURVA DE CRESCIMENTO

Para as curvas de crescimento, volumes de 600 ml de meio
M.M. foram distribuidos em erlenmeyer de 2.000 ml, autoclavados e
adicionados posteriormente das fontes de carbono. Estes meios con-
tendo diferentes fontes de carbono foram inoculados com 5 ml do

pré-indculo e incubados em agitador rotatdrio (100 rpm) a 28°cC.

Em diferentes intervalos de tempo, aliquotas de 25 ml de
cultivo foram filtradas em discos de papel Wheaton de peso conheci
do e adaptados em aparelho de filtracao Millipore. Os filtros con-
tendo os micélios foram secados em estufa a 60°C até peso constan-
te. O peso seco dos micélios foi calculado por diferenca. O tempo
de geracao foi calculado de acordo com o método de MONOD (44) e a

constante de crescimento segundo a equagao de WILLIANS e NEIDHARDT
(77) .
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2.2.4 - PREPARO DA SUSPENSAO DE MICELIOS EM REPOUSO

Os micélios de Dactylium dendroides foram crescidos em
meio M.M. a 28°C contendo 1% de glucose. A aeracao foi realizada
por agitacao em agitador rotatdorio (100 rpm). Os micé&lios na fase,
exponencial de crescimento (36-40 horas de cultivo) foram coleta-
dos por filtracao em gaze, lavados com agua destilada (28°C) e res
suspensos no mesmo volume inicial do meio M.M. a 28°C sem fonte de
carbono. Essa suspensao de micélios foi, entao, jejuada por 15 ho-
ras sob agitacao constante (100 rpm) a temperatura de 28°C e sub-

dividida em diferentes porcgoes de acordo com o experimento.
2.2.5 - PREPARO DE EXTRATO LIVRE DE CELULAS

Os micélios em crescimento exponencial foram colhidos
por filtracao como descrito no item anterior, lavados com agua des

tilada e utilizados imediatamente para preparacao de extratos.

Os extratos foram preparados em tubo pirex Sorvall (15 mm
X 100 mm) contendo 200-250 mg em peso Umido de micé&lios, 3g de glass
beads (0,5mm diametro) e 1,5 ml de tampao Tris-HCl 0,1M pH 7,5. A
ruptura das células foi realizada por agitagao durante cinco minutos, com re
frigeragao apds cada minuto. As agitagoes foram realizadas em agi-
tador de tubos Vortex Genie a velocidade maxima e as refrigeragdes
em banho de gelo. Os homogeneizados foram transferidos para tubos
corex (5mm X 50mm) com auxilio de pipetas Pasteur e centrifugado
a 12.000 x g a temperatura de 4°¢ por 10 minutos. Os sobrenadantes
foram coletados com pipetas Pasteur, transferidos para pequenos tu

bos e utilizados como fonte de enzima.
2.2.6 - DETERMINACKO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A atividade enzimatica foi medida pela redugao do 2,6-di
clorofenol indofenol na presenca de lactato de sddio como substra-
to (18). A reducao do corante foi seguida espectrofotometricamente em
600 nm em um espectrofotometro Varian Techtron mod. 635-D termosta

tizado & temperatura de 27°C.

O sistema de incubagao, pH 6.7, continha: 80 mM de imida
zo0l-HCl, 72 uM de 2,6—di¢lorofenol indofenol, 12,5 mM lactato de
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sodio e volume adequado de extrato livre de células num volume fi

nal de 1 ml. A reacao foi iniciada pela adigao do extrato.
2.2.7 - UNIDADE DE ENZIMA E ATIVIDADE ESPECIFICA

Uma unidade da lactato desidrogenase foi definida como a
quantidade de enzima que causa a oxidacao de 1,0 umol de L-lactato

por minuto nas condigoes padronizadas neste trabalho.

A atividade especifica foi definida como unidades de lac

tato desidrogenase por mg de proteina.
2.2.8 - DOSAGEM DE PROTEINA

As dosagens de proteinas nos extratos livre de células
foram realizadas pelo método de LOWRY et al. (35) apds precipita

gao com acido tricloroacético a 5%,utilizando albumina bovina como

padrao.

As dosagens de proteinas em células intactas foram reali
zadas segundo o método de JAYARAMAN et al. (32). Este método con-
siste em tratar a suspensao de micélios (3 ml) com 1lml de NaOH 0.6
M a temperatura de 95°C durante 15 minutos. Apds esfriamento, es-
sas preparacoes foram centrifugadas a 6000 rpm por 5 minutos e o
sobrenadante utilizado para dosagens de proteina de acordo com o
método de LOWRY et al. (35) modificado. A modificagao introduzida
€ o emprego da solugao de Na,CO, a 2% em dgua destilada e nao NaOH
0.1 M uma vez que as amostras empregadas continham quantidades su-

ficientes de NaOH.
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RESULTADOS

3.1 - Curva de Crescimento

As variagoes nos tempos de geracao, nas constantes de
crescimento e o final da fase logaritmica foram determinados quan-
do o fungo utiliza diferentes fontes de carbono. Seu crescimento
foi determinado pelo aumento do peso seco em fungao do tempo. Cur-
vas representativas de crescimento sao mostradas nas figuras 1, 2,
3, 4, 5 e na tabela I & dado os tempos de geragao e as constantes

de crescimento.

A analise destes resultados mostra claramente que os tem-
pos de geragao do fungo crescido na presenca de diferentes fontes
de carbono variaram de 6 a 13 horas e as constantes de crescimento

variaram de 0,05 a 0,11 h"l

. O fato observado indica que a eficién
cia com que os organismos utilizam diferentes fontes de carbono pa
ra sua proliferagao obedece a seguinte ordem decrescente: glucose,

-

etanol e glicerol, lactato e piruvato.

3.2 - Niveis da L-lactato desidrogenase piridino nucleotideo inde-
pendente em células de Dactylium dendroides crescidos na

. presenga de diferentes fontes de carbono.

Como mostra a tabela II o nivel de LDHPNI no fungo em
crescimento exponencial & significativo somente quando crescido na
presenga de lactato, confirmando o fato ja observado por FUNAYAMA
e ZANCAN (18). A razao de inducao e a atividade especi fica da LDHPNI
obtida com lactato & 14 a 75 vezes superior as obtidas com outras

fontes de carbono.

3.3 - Efeito da glucose, glicerol, etanol e piruvato sobre a razao

de indugao em células de Dactylium dendroides em repouso.

A tabela III mostra que a razao de indugao enzimatica
obtida com lactato como indutor, diminui quando se adiciona simul-

taneamente a este indutor uma outra fonte de carbono.
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Essa diminuicdao que & da ordem de 40 a 80%
sugere o aparecimento de um efeito repressor sobre a indugdo da sin
tese da LDHPNI pelo lactato.

3.4 - Determinagao da velocidade diferencial de sintese da L-lacta
to desidrogenase piridino nucleotideo independente em célu-
las de Dactylium dendroides em crescimento na presenga de
lactato.

A inclinacdo da curva na figura 6 fornece a fracao de en
zima que & sintetizada em relacao a fragao de proteina total sinte
tizadas no mesmo intervalo de tempo, ou seja, fornece a velocidade

diferencial de sintese que & da ordem de 15,5 mU/mg de proteina.

3.5 - Indugao da sintese da L-lactato desidrogenase piridino nu-
cleotideo independente em células de Dactylium dendroides em

repouso por lactato.

A figura 7 mostra que a atividade especifica comegca au-
mentar logo a adigao do indutor e atinge um valor 30 vezes supe-
rior ao basal em 4 horas, gque permanece constante peloc menos por
mais 5 horas. Durante este processo de indugao ocorre a sintese
preferencial da LDHPNI, na presenca de lactato, e nao se observa
variagoes significativas do peso seco. Na auséncia do indutor nao

se processa a sintese da enzima.

3.6 - Efeito do etanol, glicerol, glucose e piruvato sobre a indu-
cao da sintese da L-lactato desidrogenase piridino nucleoti-
deo independente por lactato em células de Dactylium dendrot

des em repouso.

A figura 8 mostra que a cinética de indugao da  sintese
da LDHPNI por lactato é alterada significativamente, guando a indu
cao & realizada na presenga simultanea do indutor e de uma outra
fonte de carbono. Os valores de ativicdade especifica da LDHPNI ob-
tidos tres horas apds a adigao das misturas de glucose e lactato,e
tanol e lactato, glicerol e lactato, piruvato e lactato a suspen-
sao de micélios jejuados, correspondem respectivamente a 20,32, 56
e 60% da atividade especificé da LDHPNI obtida quando se utiliza o
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lactato como unica fonte de carbono. Estes resultados sugerem que
a repressao da sintese desta enzima pode ser suscitada pelas diferen

tes fontes de carbono utilizadas.

3.7 - Efeito da cicloheximida sobre a inducao da sintese da L-lac-
tato desidrogenase piridino nucleotideo independente, induzi

da por lactato em células de Dactylium dendroides em repouso

A figura 9 mostra que a presenga de cicloheximida (20ug/
ml da cultura) no tempo zero e as duas horas da adic¢ao do indutor,
interrompe totalmente o aparecimento da atividade de LDHPNI. Estes
dados indicam que durante este processo de indugao a LDHPNI & sin-

tetizada "de novo".

3.8 - Efeito da glucose sobre a L-lactato desidrogenase piridino
nucleotideo independente induzida em células de Dactyliun den-

droides em crescimento na presenca de lactato.

A figura 10 mostra que quando se adiciona glucose a um
cultivo de células em crescimento na presenca de lactato, a ativi-
dade especifica inicial que era da ordem de 180 mU/mg de proteina
decresce significativamente atingindo um nivel basal dentro de 12
horas. Por outro lado, células do cultivo controle, isto &, o man-
tido sem adigao de glucose, mantém a atividade especifica  maxima
constante, pelo menos por 18 horas. A figura 10 permite ainda o)
calculo de mU totais em fungcao do peso seco (mU/mg de proteina  x
mg de peso seco). As seis horas apds a adigao de glucose, as mU to
tais & da ordem de 2.240, valor que nao difere significativamen
te das mU totais no tempo zero que & de 2.340. Entretanto,as do

ze horas da adigao de glucose as mU totais decresce para 600 .

Estes resultados sugerem que o decréscimo da atividade
especifica durante a primeira geragao & devido a repressao e dilui
gao da LDHPNI pelo crescimento na presencgca de glucose, uma vez que
os resultados experimentais sao bastante coincidentes com os valo-
res da curva tedrica.Na segunda geracao a queda da atividade espe-
cifica é devida a repressao, diluicao pelo crescimento e de um fend-

meno adicional que pode tratar-se de um processo da degradacao da LDHPNI.
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Nas geracoes seguintes variacgoes significativas da ativi
dade especifica nao sao observadas, provavelmente devido ao estado de
equilibrio atingido entre sintese e degradacao da enzima pelo orga

nismo nesta condicao fisioldgica.

3.9 - Efeito da concentracao de glucose sobre a L-lactato desidro-
genase piridino nucleotideo independente induzida por lacta-

to em células de Dactyltum dendroides em repouso.

A figura 11 mostra que a adigcao de glucose a uma cultura
de células de Dactylium dendroides em repouso, cuja sintese da
LDHPNI fora previamente induzida, provoca um brusco decréscimo na
atividade especifica da ordem de 50% dentro de uma hora. Esse ni-
vel & mantido por pelo menos mais seis horas, quando a concentra-
cao de glucose adicionada era de 1%. Entretanto, quando a concen-
tragao de glucose era de 0,5%, ja na segunda hora da sua adigao, a
contece uma recuperacao gradativa da atividade especifica, que a-
tinge 95% do valor original no final do experimento. Estes resulta
dos sugerem o aparecimento de um processo inativante ° reversivel

dependente da concentracgao de glucose.

3.10 - Efeito da adigao simultanea da glucose e cicloheximida so-
bre a atividade de L-lactato desidrogenase piridino nucleo-
tideo independente induzida por lactato em células de Daétl

lium dendroides em repouso.

A figura 12 mostra que a adicao simultdnea de glucose e
cicloheximida a uma cultura de Dactylium dendroides, nao provocou
decréscimo na atividade especifica da LDHPNI, cuja sintese fora
previamente efetivada na presenca de lactato. Estes resultados in-
dicam que o mecanismo de inativagao da LDHPNI estimulado pela glu-

cose e dependente da sintese proteica.

3.11 - Efeito sequencial da glucose e de cicloheximida sobre a ati
vidade da L-lactato desidrogenase piridino nucleotideo in-
dependente induzida por lactato em células de Dactylium den
droides em repouso.

A figura 13 mostra que o decréscimo de atividade especi-
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fica da LDHPNI causado pela adicao de glucose & perfeitamente re-
versivel na presenga de cicloheximida. Desde que a cicloheximida
€ um inibidor da sintese proteica, a recuperacao da atividade espe

cifica deve ser interpretada como uma reativagao da LDHPNI.

3.12 - Efeito do dibutiril AMPc sobre a atividade repressora e ini
bitoria estimulada pela glucose durante a imndugao da sinte-
se da L-lactato desidrogenase piridino nucleotideo indepen-—
dente por lactato em células de Dactylium dendroides em re-

pouso.

A figura 14 mostra que o dibutiril-AMPc na concentragao
de 1 mM evita a queda de atividade especifica da LDHPNI estimulada
pela glucose, e que & capaz de reverter parcialmente o efeito re-
pressor. Estes resultados sugerem a participagao deste nucleotideo
na regulagao destes mecanismos que controlam os niveis da  LDHPNI

in vivo.
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TABELA I - Efeito de fontes de carbono nos tempos de geracgao e

N
nas constantes de crescimento de Dactylium dendroides.

Fonte de carbono Tempo de geragao Constante de cres
(12) (h) cimento (h™1)

Glucose 6 0,11

Etanol 0,08

Glicerol 8 0,08

Lactato 10 0,07

Piruvato 13 0,05

Para determinacao do crescimento
tylium dendroides foi crescido em

tem 2.2.3 de Materiais e Metodos.

micelial em funcao de tempo, Dac-

meio M.M. conforme descrito no 1i-
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TABELA II - Niveis de L-lactato desidrogenase piridino nucleotideo
independente em células de Dactylium dendroides cres

cidas na presencga de diferentes fontes de carbono.

ATIVIDADE ESPECIFICA RAZAO DE
SUBSTRATO (mU/mg de proteina) INDUCAO
Lactato 150 50,0
Glucose 3 170
Glicerol 2 0,66
Etanol 4 1,33
Piruvato 11 3,66

0 fungo foi crescido em meio M.M. contendo diferentes fontes de car
bono e incubados em agitador rotatorio (100 rpm) a 28°¢ por um pe-
riodo de 48 horas.

Amostras de micélios foram coletados e seus extratos utilizados pa

ra determinacao da atividade especifica da LDHPNI.
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TABELA III - Efeito da glucose, glicerol, etanol e piruvato sobre
a razao de indugao em células de Dactylium dendroides

em repouso.

FONTE LDHPNI
DE ATIVIDADE ESPECIFICA RAZAO DE INDUGAO
CARBONO (mU/mg de proteina)
Lactato 113 37,6
Glucose 3 1,0
Glucose + lactato 22 7,3
Glicerol + lactato 62 20,6
Etanol + lactato 36 12,0
Piruvato + lactato 67 22,0
Todas as fontes de carbono foram utilizadas }.concentragao final
de 17%.

Suspensao de micelios (600 ml) de Dactylium dendroides jejuadas foi
obtida ccmo descrito no Item 2.2.4 de Materiais e Metodos e fra-
coes de 100 ml foram distribuidas em frascos erlenmeyer de 250 ml.
Cada frasco foi adicionado de uma fonte de carbono ou de uma mistu
ra de duas delas como indicado na tabela. A cultura foi entao incu
bada em agitador rotatorio (100 rpm) a 28°C por 4 horas, os mice-
lios foram coletados e seus extratos utilizados para determinagao da

atividade especifica da LDHPNI.
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FIGURA 1 - Curva de crescimento de Dactylium dendroides em presen-

ca de glucose. O fungo foi crescido como descrito no i-
tem 2.2.3 de Materiais e Métodos.
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FIGURA 2 - Curva de crescimento de DactylZum dendroides em presen-
ca de lactato de sodio. O fungo foi crescido como des-

crito no item 2.2.3 de Materiais e Métodos.
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FIGURA 3 - Curva de crescimento de Dactylium dendroides em presen-
¢a de glicerol. O fungo foi crescido como descrito no i

tem 2.2.3 de Materiais e Métodos.
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FIGURA 4 - Curva de crescimento de Dactylium dendroides em presen-
ca de etanol. O fungo foi crescido como descrito no i-

tem 2.2.3 de Materiais e Métodos.
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FIGURA 5 - Curva de crescimento de Dactylium dendroides em presen-
g¢a de piruvato. O fungo foi crescido como descrito no i

tem 2.2.3 de Materiais e Métodos.
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FIGURA 6 - Determinagao da velocidade diferencial da sintese da L-
lactato desidrogenase piridino nucleotideo independente
em células de Dactylium dendroides em crescimento na

presenca de lactato.

Os micélios foram crescidos em 200 ml de meio M.M. a 28°C contendo 1% de lacta-
to de sodio. A aeragao foi realizada por agitagdo constante em agitador rotato-
rio (100 rpm). Nos tempos O, 12, 24, 36, 48, 60 e 72 horas, amostras de 3 e 12
ml do cultivo foram coletados e os micélios utilizados para dosagem de protei-

nas em células inteiras e para determinagao da atividade especifica da LDHPNI.

Mt = massa de proteina total do micélio por ml do cultivo.
Mo = massa de proteina total do micelio por ml do cultivo no tempo zero.
AE = incremento da atividade enzimatica (unidades/ml do cultivo) entre duas a-

mostragem consecutivas.
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FIGURA 7 - Indugao da sintese da L-lactato desidrogenase piridino
nucleotideo independente em células de Dactylium den-

droides em repouso por lactato.

Uma suspensao de micélios (600 ml) de Dactylium dendroides jejuados obtida co-
mo descrito no item 2.2.4 de Materiais e Metodos foi distribuida em dois fras-
cos erlenmeyer de 2 litros. A inducao foi realizada na presencga
de lactato de sodio (1%), nas mesmas condicoes de agitagao e temperatura utili
zadas durante o jejum. Nos tempos indicados amostras foram coletadas para a de
terminagao do crescimento das celulas induzidas na presenga de lactato (o0—o)
e para a determinagao da atividade especifica da LDHPNI da cultura controle

(0—@ e da induzida na presenga de lactato (e—e).
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FIGURA 8 - Efeito do etanol, glicerol, glucose e piruvato sobre a
indugao da sintese da L-lactato desidrogenase piridino
nucleotideo independente por lactato em células de Dac-

tylium dendroides em repouso.

Volumes de 200 ml da suspensao em micélios de Dactylium dendroides jejuados pa-
ra indugao da LDHPNI, obtidos como descrito no item 2.2.4 de Materiais e Meto-
dos, foram transferidos para seis frascos erlenmeyer de 1 litro. A indugao foi
realizada na presenga de lactato de sodio (1%), e ainda, na presen
¢a de misturas de lactato e uma outra fonte de carbono, nas mesmas condigoes de
agitacao e temperatura utilizadas durante o jejum. Nos tempos indicados  amos-
tras foram coletados para a determinagao de peso seco das celulas induzidas na
presenga de lactato (o—o) e para determinacao da atividade especifica da
LDHPNI da cultura controle (@—40) e das culturas induzidas na presenga de lacta
to (e—o) e na presenga de misturas de lactato mais etanol (A—A), lactato
mais glicerol (@), lactato mais glucose (¢—9), e lactato mais piruvato

(A—4).
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FIGURA 9 - Efeito da cicloheximida sobre a indugdo da sintese da
L-lactato desidrogenase piridino nucleotideo independen

te induzida por lactato em células de Dactylium dendrot

des em repouso.

A indugao da sintese da LDHPNI foi realizada pela adigao de lactato de sodio(1%)
a uma suspensao de micélios jejuados, obtida como descrito no item 2.2.4 de Ma-
teriais e Metodos. Duas horas apos a adigao do indutor, 200 ml desta cultura fo
ram transferidos para um frasco erlenmeyer de 1 litro e adicionada de 20 ng de
cicloheximida por ml da cultura (A—4); a cultura original restante foi utili-
zada como controle (e—e). A curva (A—A) mostra o nivel de LDHPNI mantido pe
lo micélio, cuja suspensao foi adicionada de lactato de sodio (1%) e de ciclohe
ximida (20 g por ml da cultura) no tempo zero. O nivel de LDHPNI mantido pelo
micélio em jejum e representado pela curva (0——0) e o crescimento pela curva
(0—0). Estes experimentos foram realizados nas mesmas condigoes de agitagao e
temperatura utilizados durante o jejum. Nos tempos indicados amostras foram co-

letadas para determinagao do peso seco e da atividade especifica da LDHPNI.
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FIGURA 10 - Efeito da glucose sobre a L-lactato desidrogenase pi-
ridino nucleotideo independente induzida em células de
Dactylium dendroides em crescimento na presenga de lac
tato.

0 fungo foi crescido por 48 horas na presenga de lactato de sodio a 1% como des
crito em Materiais e Metodos. Apos crescimento a cultura foi dividida em duas
aliquotas. A primeira adicionou-se glucose i concentracao final de 17 e a segun
da mantida sem adigao. As condigoes de crescimento foram mantidas e nos tempos
indicados na figura micélios foram coletados para determinagao de peso seco
(0—0) e medida de atividade especifica na presenga de glucose (¢—e) e  au-
sencia de glucose (A—A). A curva (0—0) e teorica e representa a diluigéo

da enzima por crescimento.
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FIGURA 11 - Efeito da concentracao de glucose sobre a L-lactato de
sidrogenase piridino nucleotideo independente induzida
por lactato em células de Dactylium dendroides em re-

pouso.

Uma suspensao de micélios jejuados (600 ml), obtida como descrito no item 2.
2.4 de Materiais e Metodos, foi utilizada para a indugao da sintese da  LDHPNI
por lactato de sodio (e—e). Tres horas apos a adigao do indutor,aliquotas des
ta cultura foram transferidas para outros dois frascos e adicionados de glucose
nas concentragoes de 0,5% (o—) e 17 (@—m); a aliquota do frasco original
foi utilizada como controle. A curva (@—-f) representa o nivel de LDHPNI do mi
célio mantido em jejum e a curva (0—0) o crescimento dos micélios de  Dacty-
lium dendroides induzidos na presenga de lactato. Durante estes experimentos fo
ram mantidas as mesmas condigoes de agitagcao e temperatura utilizadas durante
o jejum. Nos teuwpos indicados amostras foram coletadas para determinagao do pe-

so seco e da atividade especifica da LDHPNI.
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FIGURA 12 - Efeito da adicao simultanea da glucose e cicloheximida
sobre a atividade de L-lactato desidrogenase piridino
nucleotideo independente induzida por lactato em célu-

las de Dactylium dendroides em repouso.

A inducao da sintese de LDHPNI foi realizada pela adigao de lactato de sodio(1%)
a uma suspensao de micélios jejuados obtida como descrito no item 2.2.4 de Mate
riais e Metodos. Tres horas apos a adigao do indutor, aliquotas desta cultura
foram transferidos para outros dois frascos. Uma destas aliquotas foi adiciona-
da de glucose na concentragao de 17 @——8), a outra de uma mistura de glucose
e cicloheximida (A—-A) na concentragao de 17 e 20 pyg/ml da cultura, respectiva
mente; a aliquota do frasco original foi utilizada como controle (e—e). A cur
va @W—n) representa o nivel de LDHPNI mantido pelo micélio em jejum e a cur-—
va (0—o0) o crescimento dos micelios induzidos na presenga de lactato. Estes
experimentos foram realizados sob as mesmas condigoes de agitacao e temperatura
utilizadas durante o jejum. Nos tempos indicados amostras foram coletadas para

determinacao do peso seco e da atividade especifica da LDHPNI,

A
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FIGURA 13 - Efeito sequencial da glucose e cicloheximida sobre a
atividade da L-lactato desidrogenase piridino nucleoti
deo independente induzida por lactato em células de

Dactylium dendroides em repouso.

Uma suspensao de micelios jejuados (600 ml), obtida como descrito no item 2.2.
4 de Materiais e Métodos foi utilizada para a indugao da LDHPNI por lactato de
sodio (e——e). Tres horas apos a adicao do indutor, uma aliquota desta cultura
foi transferida para um outro frasco e adicionada de glucose na concentracgao de
17 (8—=@) e as uma hora da adicao de glucose, a cultura foi acrescentada de

)

cicloheximida na concentragao de 20 ug/ml da cultura (A—-~A). A curva @
mostra o nivel da LDHPNI mantidos pelos micelios em jejum e a curva (0—o) o
crescimento das células induzidas na presenga de lactato. Nos tempos indicados
amostras foram coletadas para determinagao da atividade especifica e do peso se

CO.
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FIGURA 14 - Efeito do dibutiril AMPc sobre a atividade repressora e inibitd
ria estimulada pela glucose dJurante a indugdo da sinte
se da L-lactato desidrogenase piridino nucleotideo in-

dependente por lactato em células de Dactylium dendroi
des em repouso.

A suspensao de micelio jejuadas foi obtida como descrito no item 2.2.4 de Mate-
rias e Metodos. A indugao da sintese da LDHPNI foi realizada na auséncia(3—0])
e na presenga de lactato de sodio (e—e). Tres horas apos a adigao do indutor ,
aliquotas da suspensao correspondente foram transferidas para outros dois fras-
cos e adicionada de glucose (A—A) e da mistura de glucose e AMPc (A—&A). A in-
dugao foi também realizada na presenga das misturas de lactato e glucose (x—x)
e de lactato, glucose e AMPc (0—o). As concentragoes de AMPc, glucose e lacta-
to utilizadas em qualquer dos casos foram 1 mM, 17 e 1% respectivamente. Estes
experimentos foram realizados sob as mesmas condigoes de agitagao e temperatura,
utilizadas durante o jejum. Nos tempos indicados nas amostras foram coletados

para determinagao das mU totais de LDHPNI.
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DISCUSSAO

Quase nao existem dados na literatura a respeito da
LDHPNI produzida por microorganismos. Somente estudos de caracteri
zagdo e purificagcdo tem sido realizados em levedura (50),  bacté-
rias (58, 63, 64, 72) e fungos (8l). Apenas tres destas enzimas,as
L-lactato desidrogenases NAD+-independente de Rhizopus oryzae (58),
de Lactobacillus arabinosus (63, 64) e a desidrogenase lactica de
Pericularia oryzae (8l) assemelham-se a produzida por Polyporus cir-
cinatus (Dactylium dendroides) identificada por FUNAYAMA e ZANCAN
em 1974 (18).

O fungo Dactylium dendroides, metaboliza eficientemente
qualquer das fontes de carbono (figuras 1-5 e tabela I) empregadas
para sua proliferacao. Entretanto, o nivel da LDHPNI & significati
vo (tabela II) somente quando o fungo foi crescido na presenga de
lactato de sodio a 1%, confirmando o fato ja observado por FUNAYA-
MA e ZANCAN (18).

A atividade de algumas enzimas induziveis em microorganis-
mos podem ser detectadas mesmo na auséncia do indutor (78). Consi-
derando essa possibilidade, preferiu-se determinar a razao de indu
¢ao que permite uma melhor apreciacao do efeito indutor. Os valo-
res da razao de indugao para a LDHPNI da tabela II mostra inequivo
camente que o lactato € o indutor por exceléncia, dentre as fontes

de carbono testadas.

A cinética de inducao enzimatica possue certos parame-
tros como o periodo de lag de indugao, a velocidade diferencial de
sintese e o nivel maximo de indugao que variam muito de um organis
mo para outro e em um mesmo organismo dependendo das condigoes fi-
sioldgicas em que a indugao é realizada. Essas variacgoes podem ser
muito bem avaliadas com a inducao da B-galactosidase (EC 3.2.1.23)
de Escherichia coli (38) e de Kluyveromyces lactis (10), da galac-
toquinase (EC 2.7.1.6), (1), B-glucosidase (EC 3.2.1.21) (33), e
alcool desidrogenase (EC 1.1.1.2) (8) de Saccharomyces cerevisae
e da B-1,3-glucanase (EC 3.2.1.59) do Basidiomiceto QM 806 (15).

A inducdo da LDHPNI em Dactylium dendroides mostrou ca-
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racteristicas extremamente interessantes. Por exemplo, um lag de
indugao da ordem de 12 horas e com valor de atividade especifica
de 72 mU/mg de proteina, foi observado somente em células em cres-
cimento na presenca de lactato, coincidindo portanto com o lag da

curva de crescimento.

A velocidade diferencial de sintese & um parametro de in
dugao,definida como sendo a fragéo de enzima que €& sintetizada em
relacao a fracao de proteina total sintetizada no mesmo intervalo
de tempo (53). A inclinagao da curva da figura 6, fornece a veloci
dade diferencial de sintese da LDHPNI que & da ordem de 15,5 mU /

mg de proteina. Pela analise grafica dessa figura 6 & fa-
cilmente compreensivel que durante a primeira geragao, a

fracao de ~enzima sintetizada em relagao a da proteina to
tal e maior, para preencher a necessidade das célu
las em biossintetizar imediatamente um novo equi-
pamento enzimatico para metabolizar o substrato até entao para e-
las desconhecido. As geracoes seguintes entretanto, tendem a . pro-
duzir a enzima em proporgoes decrescentes em relagao-a proteina to
tal até atingir uma velocidade diferencial constante a gqual indica

que todas as células estao plenamente adaptadas a condigdo fisiold

gicas agora submetida. Entretanto, quando a indugao da LDHPNI
era realizada com células em repouso previamente jejua-
das, logo na primeira hora apos a adicao do lacta
to, a atividade especifica atingida era em torno
de 10 vezes superior a basal (figura 7), sugerindo que a in-

ducao da sintese se inicia quase que imediatamente, apds a adicgao
de lactato. A supressao do lag de indugao nas células em repouso
provavelmente se deva ao jejum de 15 horas a que foram submetidas
as células pré-crescidas em glucose, uma vez que a glucose enddge-
na de células nao jejuadas possivelmente interferiria neste estudo

dado o seu efeito repressor.

O nivel maximo de indugao enzimatica da LDHPNI, expresso
em atividade especifica nas células de Dactylium dendroides em
crescimento exponencial ndo difere significativamente das células
em repouso, sendo em ambos os casos da ordem de 90-120 mU por mg
de proteina.
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A cicloheximida € um antibidtico muito utilizado no estu
do de inibicao da sintese de proteinas (62, 21, 29, 30). Com o ob-
jetivo de esclarecer como a atividade de LDHPNI se faz presente em
células em Dactylium dendroides pré-crescidas em glucose pela adi-
cao de lactato, experimentos com cicloheximida foram conduzidos nes
se sentido. Se na presenga de cicloheximida e de lactato a ativida
de especifica da enzima for crescente como a verificada na presen-
ca de lactato somente, poder-se-ia pensar na possibilidade de rea-
tivacao de alguma proteina enzima com atividade de LDHPNI. Entre-
tanto, os dados da figura 9 mostram de maneira incontestavel den-
tro dos conhecimentos atuais que o aparecimento de atividade enzimati-
ca niao é devido a uma reativagao e sim a sintese de novo da enzima
Observe-se que a adicao da cicloheximida juntamente com lactato ao
cultivo, impede o aparecimento da atividade de LDHPNI e quando adi
cionada 2 horas apds a adigcao do indutor a atividade especifica que
era da ordem de 50 mU/mg de proteina mantém-se praticamente cons-

tante.

Como hipotese de trabalho existe a possibilidade do lac-
tato permitir a sintese de um fator proteico pelas células de Dac-
tylium dendroides pré-crescidas em glucose, que poderia entao rea-
tivar a suposta proteina-enzima pré-existente com a atividade de
LDHPNI inibida. De qualquer maneira dentro dessa hipOtese de traba
lho, 0 antibidtico atuaria também inibindo a sintese proteica, se

bem que do suposto fator proteico e nao da enzima em questao.

A redugao na velocidade de sintese induzida de uma pro-
teina-enzima na presenga de glucose foi por alguns conhecida como
"efeito da glucose" (36). Esse efeito atualmente conhecido por
"repressao catabdlica" (38) manifesta-se de maneira tao variada que
se admite a existéncia de pelo menos quatro mecanismos diferentes;
a saber: repressao catabdlica permamente, repressao catabdlica tran

sitoria, inibic3o e a inativagao catabdlica.

Os dois primeiros mecanismos tem sido estudados extensi-
vamente durante a inducao da B-galactosidase (EC 3.2.1.23) de Es-—
cherichia colt (38,56,68) e da galactoquinase (EC 2.7.1.6) de leve-
duras (1, 57, 71)e da B-N-acetylglucosaminidase de Bacillus subtilis (52).

Como a bibliografia especializada carece de dados conclu

sivos e a existéncia de alguns dados conflitantes com relagao a
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participacdo do produto do gen i (proteina repressora)e do AMPc na
repressao da sintese e na reversao deste processo respectivamente,

ndo & possivel uma interpretacao clara e ldgica destes fendmenos.

A indugao da sintese da LDHPNI por lactato em cé&lulas de
Dactylium dendroides em crescimento ou em repouso sofrem acentua-
da repressao catabolica por glucose. Fontes de carbono gluconeogé-
nicas como etanol, glicerol e piruvato exercem também um efeito re
pressor sobre a inducao promovida pelo lactato, (figura é e tabela
III). Como estes resultados mostram que diferentes fontes de carbo
no podem suscitar o aparecimento desse efeito repressor & logico se
pensar na possibilidade que diferentes metabdlitos atuam a um mes-
mo nivel molecular (gen regulador, promotor ou operador). E claro
gue nao se pode descartar a possibilidade que cada um dos regulado
res até entao conhecidos possam ser estimulados especificamente pe

lo metabdolito correspondente.

Nessa sequéncia de raciocinio admite-se que a repressao
catabolica é a resultante de alguns mecanismos similares que regu-

lam a sintese enzimatica.

+

Os niveis enzimaticos de uma variedade de enzimas podem
ser também regulados por mecanismos de inativacao suscitados pela

adicao de glucose ao meio. Eventos biogquimicos envolvendo um
rapido desaparecimento das enzimas pela adigao de gluco

se ao cultivo tem sido descrito em leveduras (14, 26,
48, .60, 61) em ' bactérias (2, 13) e em fungos (15).
Alguns resultados ja se tem conseguido numa tentativa para provar
os mecanismos que regulam a inativacao das enzimas, porém & certo
que as enzimas nao sdo reguladas por um Unico mecanismo. Muitos casos
de inativacao seletiva de enzimas em procariontes e eucariontes tem
sido analisados (67). E o mecanismo através do qual ocorre rapido
decréscimo na atividade especifica de certas enzimas & classificado
em duas categorias: inativagdo reversivel e inativagao irreversi-
vel. Na inativagao reversivel pode ocorrer um processo de ade
nililagao e de deadenililagao como na glutamina sintetase (EC 6.
3.1.2) em Escherichia coli (66), acetilacao e deacetilagao de ci-
trato liase (EC 4.2.1.4) em Rhodoﬁseudomonas gelatinosa (23, 24)e



43,

a fosforilagao e desfosforilacao da piruvato desidrogenase (EC 1,

2.2.2) de musculo cardiaco (74).

O mecanismo de inativagao irreversivel embora tenha rece
bido grande atengao pouco ou quase nada se sabe sobre ele. Tem - se
sugerido que neste mecanismo haja participacao de um processo pro-
teolitico (17, 26, 28). Algumas das enzimas que sofrem o

processo de inativagao irreversivel pela adigao de glu

cose ao cultivo sao: a oa-glucosidase (EC 3.3.1.20),(25);
frutose-1,6-difosfatase (EC 3.1.3.11), (16, 27); isocitrato 1lia
se (EC 4.1.3.1), (42); malato desidrogenase citoplasmatica

(EC 1.1.1.37), (79); todas de Saccharomyces cerevisiae, € a fruto-
se-1,6-difosfatase (EC 3.1.3.11), (75) de Saccharomyces carlsber

gensis.

O termo "inativagao catabdlica" foi empregado pela pri-
meira vez por HOLZER (29) para descrever o rapido decréscimo da a-
tividade especifica destas enzimas pela adicao de glucose ao culti

Vo .

Com o intuito de verificar alqgum efeito da glucose que
fosse distinto ao da repressao catabdlica sobre o nivel da LDHPNI
em células de Dactylium dendroides em crescimento na presencga de
lactéto e em células em repouso, cuja sintese fora efetivada pelo
indutor, foram utilizados experimentos que permitisse discrimina-

gao aprecidvel dos fendmenos. Quando se adiciona glucose a

um cultivo de células em crescimento na  presenga de
lactato (figura 10), a atividade especifica inicial de-
cresce significativamente atingindo um nivel basal

dentro de 12 horas. As células do cultivo controle entretanto, man

tém a atividade especifica maxima constante pelo  menos por
18 horas. Se a glucose estimulasse somente a repressao
da sintese da LDHPNI, a queda da atividade especifica se-
ria traduzida pela simples diluigao da enzima pelo cresci-
mento do fungo, de acordo com a curva tebdrica da figura
10. Esta possibilidade por ser real durante a primeira

geragao, ja que as mU totais no tempo zero e s seis ho-

ras da adigao da glucose, nao diferem significativamente e s3o da
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ordem de 2.340 e 2.240 mU, respectivamente. Entretanto, na geragao
seguinte as mU totais, foram reduzidos para 600. Desde que este
decréscimo de atividade especifica nao foi acompanhado por um cres
cimento celular proporcional, & 1logico admitir a participagao de
um outro fendmeno distinto da repressao e da simples diluigao da

LDHPNI pelo crescimento do fungo.

A adigéo de glucose a um cultivo de células em repouso ,
cuja sintese da LDHPNI fora previamente induzida (figura 11) provo
ca um brusco decréscimo na atividade especifica da ordem de 50%
dentro de 1 hora e esse nivel mantém-se por pelo menos mais de 8
horas, quando a concentracao de glucose adicionada era de 1%. Esse
decréscimo observado com células em repouso nao deve por sua vez,
ser interpretado como diluicao da enzima pré-existente pelo cresci
mento, uma vez que durante todo experimento nao se verificou varia

gado significativa da massa celular. Supondo que somente a re-

pressao catabdlica acontecesse pela adigao da glucose, a
atividade especifica deveria manter-se contante; por ou
tro lado o descréscimo verificado nao deve ser atfibui

do 3 instabilidade da enzima uma vez que na auséncia de glucose o
nivel enzimidtico mdximo atingindo pela indugao permanece constante

por pelo menos 72 horas. E 1logico portanto admitir que a
glucose suscita além da  repressao catabdlica um mecanis
mo de inativacdo quando adicionada a culturas de Dactylium
dendroides em crescimento ou em repouso, nas quais a in-
ducao da sintese da LDHPNI, esta se processando na pre-

senga de lactado de sodio. A inativacao da LDHPNI  estimu-

lada pela glucose em células em repouso € virtualmente mais rapida
que nas células em crescimento. Isto provavelmente se de
va ao fato de que células sob condicoes fisioldgicas em que ocor

re um estado de transigao de utilizacao de diferentes fontes de
carbono ao mesmo tempo, exalta as atividades inativantes do orga-
nismo (26, 61).

A adigao simultanea de glucose e cicloheximida ( figura
12) a uma cultura do fungo, cuja sintese da LDHPNI fora efetivada
na presenca de lactato, ndo provoca decr@scimo da atividade especi

fica, sugerindo que o mecanismo de inativagdo & dependente da sin
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tese proteica. Por outro lado, a cicloheximida quando adicionada
logo apds a inativagao ter-se efetivado permite a recuperacao qua-
se total da atividade da enzima (figura 13). Estes resultados em
conjunto indicam que a utilizacao da glucose pelo fungo permite
a sintese de um fator inativante da LDHPNI de natureza proteica .
A quase imediata recuperacao de atividade especifica pela adigao
de cicloheximida (figura 13) sugere que o proposto fator inati
vante possue uma vida média muito curta. O nivel enzimati-
co da LDHPNI apds a inativagao permanece constante se  houver
concentracgao suficientemente alta de glucose que permite a
sintese do fator 1inativante. Nos experimentos em que a con-
centragao inicial de glucose era de 1%, apds a inativagao ter
se efetuado, sua concentragao era da ordem de 0,7% na primei

ra hora e de 0,4% na sexta hora de sua adigao.

A figura 11, mostra que utilizando baixa concentracao de
glucose (0,5%), o processo € parcialmente reversivel mesmo na au-
séncia de cicloheximida, confirmando portanto os resultados an-
teriores. Fato idéntico tem sido verificado com a inativacgao da
glicogénio fosforilase (EC 2.4.1.1) de Dactylium dendroides (51)
na presenca de glucose. O processo & revertido a medida que a glu-

cose € exaurida do meio.

Sabe-se da existéncia de uma proteina de peso mo-
lecular de 45.000 (73) gque uma vez ligada ao AMPc adquire a
capacidade de reconhecer uma sequéncia desoxirribonucleotidi-
ca de uma parte do promotor permitindo a iniciagao da
transcrigao. o) AMPc Jjuntamente com a proteina receptora
parece desempenhar um papel regulador no mecanismo de sig
tese enzimatica em organismos procariontes (57) entretanto em
eucariontes como a Chlorella sp (42) o sal sdodico de AMPc
e o dibutiril AMPc nao exercem qualquer efeito. O efeito re-
pressor e 1inativante estimulado pela glucose sobre a sin
tese da LDHPNI em células em Dactylium dendroides em re-
pouso foi analisada na presenca de dibutiril AMPc. A acentuada re-
pressao da sintese de LDHPNI estimulada pela glucose (figura 14) &
parcialmente revertida na presenca de 1 mM de AMPc. Embora o grau de rever
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sao seja somente de 25%, nao se pode deixar de atribuir a este nu-
cleotideo a capacidade de minimizar o efeito repressor observado.E
provavel que o emprego de maior concentragao de AMPc possa rever-
ter totalmente o efeito repressor provocado pela glucose, uma vez
que existe caso de repressao catabdlica, cuja reversao s6 & conse-
guida com 5 mM de AMPc (57).

A inativacao da LDHPNI estimulada pela glucose ( figura
1l4) & evitada na presenca de AMPc. Embora a prevengao nao tenha
sido total, o efeito do nucleotideo nao deixa de ser significativo.
Desde que a repressao da sintese da LDHPNI ocorre :simultaneamente
com a sua inativagéo na presencga de glucose, nao se pode afirmar
que o AMPc reverteu especificamente um dos processos envolvidos.Co
mo hipotese de trabalho existem duas possibilidades; a primeira ,
que nucleotideo tenha revertido somente a repressao da sintese sem
interferir com a iﬁativagéo e a segunda que ambos Os processos te-
riam sido revertidos, parcialmente. Das possibilidades apbresenta-
das a mais provavel € a primeira,uma vez que a reversao da repres-
sao da sintese de enzimas por AMPc € fato constatada em diferentes
organismos (55, 56, 57). Entretanto nao se pode descartar totalmen
te a possibilidade do nucleotideo ter revertido, pelo menos parci-

almente o processo de inativacgao.

Os estudos realizados indicam claramente que a regulacao
dos niveis de LDHPNI em células de Dactylium dendroides se proces-
sa fundamentalmente por repressao catabdlica e por inativagao fi-
sioldgica. Entretanto outros estudos deverao ser realizados na ten
tativa de esclarecer o mecanismo intrinsico destes fenomenos. E de
importancia capital a comprovacao da existéncia e da participacgao
do proposto fator inativante de natureza proteica no mecanismo de
inativacao. Igualmente importante sera o esclarecimento da partici

pagao ou n3o do AMPc na reversao do processo de inativagao.
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CONCLUSOES

Entre as fontes de carbono testadas, somente o lactato de sododio
induz a sintese da LDHPNI em células de Dactylium dendroides em

crescimento ou em repouso.

O nivel maximo da enzima induzida em células em crescimento nao

difere daquele obtido com células em repouso.

A sintese da enzima & inibida por cicloheximida indicando que

seu aparecimento & dependente da sintese de novo.

O etanol, glicerol, glucose e piruvato exercem efeito repressor

sobre a indugao da sintese da LDHPNI.

A enzima induzida por lactato em células em crescimento ou em

repouso sofre inativagao pela adigao de glucose ao cultivo.

A inativagao fisioldgica da LDHPNI de Dactylium dendroides & um
processo reversivel; o reaparecimento da atividade enzimatica - na
presenca de cicloheximida sugere que o fator proteico inativan- .
te sintetizado na presenca de glucose possue vida média muito

curta.

Este tipo de inativagao fisioldgica & diferente da  inativacgao

catabolica.
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